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Liposomnien formeoide Zysammeniseteyinig 



Beschreibunq 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine Liposomen formende Zusammensetzung, die 
Verwendung dieser Zusammensetzung zur Formung von Liposomen und Liposomen, 
erhaltlich durch die Verwendung der Liposomen formenden Zusammensetzung. 

Liposomen sind kunstlich hergestellte uni- oder multilamellare Lipidvesikel, die einen 
wassrigen Innenraum umschliefien. Sie sind im allgemeinen biologischen Membranen 
ahnlich und werden daher nach Anlageoing an dieselben oftmals leicht in die Membran- 
struktur integriert oder an die Zellmembran adhariert. Im ersten Falle wird der Inhalt des 
Liposomeninnenraums in das von der biologischen Membran umschlossene Lumen ent- 
laden. Im zweiten Falle kann der liposomale Inhalt in den Zellzwischenraum entladen 
werden. So ist z.B. dies eine mogliche Voraussetzung des parazelluiaren Transportes 
von Wirkstoffen vom Darm in den KOrper durch die Darmwand. 

Liposomen werden daher als Transportvehikel fur Stoffe, wie z. B. Nuklelns^uren und 
Pharmazeutika benutzL So werden Liposomen-haltige Hautcremes hergestellt, die Wirk- 
stoffe zlelgerichtet in die Epidemnis und tiefer geiegene Zelischichten transportieren. Zur 
Herstellung von Liposomen werden hauptsachlich naturliche Lecithine aus Sojabohnen 
Oder Eigelb bzw. definierte naturliche oder kunstliche Phospholipide, wie Cardiolipin. 
Sphingomyelin. Lysolecithin und andere verwendet. 

Die ersten Liposomen waren allerdings dahingehend nachteilig. dass sie nur eine gerin- 
ge Stabilitat aufwiesen. Aus normalen doppelschicht-bildenden Phospholipiden gebilde- 
te Liposomen waren auch im gekuhlten Zustand nur kurze Zeit haltbar. Ihre Lagerstabili- 
tat lasst sich zwar durch Einbeziehen von PhosphatidsSure erhohen. jedoch ist die somit 
verbesserte Stabilitat fur viele Zwecke immer noch unzureichend. AuRerdem waren der- 
artige herkOmmliche Liposomen nicht saurestabil und auch nicht ausreichend resistent 
gegen die Verdauung im Dunndarm und daher weder fur den Transport pharmazeuti- 
scher Wirkstoffe geeignet, die nach oraler Verabreichung den Magen und den Dunn- 
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darm passieren. noch fur die Liposomen unterstutze DNA-Transfektion unter leicht sau- 
ren pH-Bedingungen. 

Es wurden daher Anstrengungen untemommen, urn neuartige Liposomen formende 
Verbindungen aufeufinden. Eine Stoffklasse, die sich dabei als insbesondere vielver- 
sprechend erwiesen hat. sind Tetraetherlipidderivate, wie sie beispielsweise aus naturli- 
Chen Quellen gewonnen werden konnen. Daneben gibt es auch eine ganze Reihe an 
derivatisierten Tetraetherlipidderivaten sowie synthetischen Tetraetherlipidderivaten. 
Beispielsweise sei hier venA/iesen auf die Verbindungen, die in den deutschen Patent- 
anmeldungen 197 36 592.2, 197 58 645.7. 100 65 561.0. 102 04 053.2 und 102 29 
438.0 offenbart sind. 

Diese Verbindungen zeigen im allgemeinen eine zufriedenstellende Eignung zur For- 
mung von Liposomen, die die eingangs geschilderten Nachteile der herkommlichen 
Verbindungen ubenA/inden, Allerdings wurde festgestellt, dass nicht alle der aufgefunde- 
nen Tetraetherlipidderivate zur Formung von Liposomen geeignet sind. und dass dar- 
uber hinaus die gewunschten Eigenschaftsprofile der Liposomen mit den Tetraetherli- 
pidderivaten nicht erreicht werden konnten. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher. Liposomen formende Zusammenset- 
zungen anzugeben. die die sichere Fomriung von Liposomen eriauben. wobei gleichzei- 
tig eine ausreichende mechanische und chemische Stabilitat und damit verlangerte La- 
gerfShigkeit sichergestellt wird, was eine einfache und veriassliche Anwendbarkeit er- 
moglicht. Daruber hinaus sollten diese Liposomen formenden Zusammensetzungen 
eine geeignete Variabilitat aufweisen. so dass gewunschte Eigenschaftsprofile gezielt 
und sicher eingestellt werden kflnnen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaii durch das Bereitstellen von Liposomen formen- 
den Zusammensetzungen nach Anspnjch 1 gelost. Bevorzugte Ausfuhrungsformen sind 
in den Unteranspruchen angegeben. Daruber hinaus stellt die voriiegende Erfindung 
Liposomen zur Verfugung. erhaitlich durch den Einsatz der erfindungsgemafSen Lipo- 
somen formenden Zusammensetzung. Schliefilich stellt die voriiegende Erfindung die 
Verwendung der Liposomen formenden Zusammensetzung zur Formung von Liposo- 
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men zur Verfugung. Bevorzugte Ausfuhnjngsfomnen dieser beiden Ausgestaltungen der 
vorliegenden Erfindung sind in den jeweiligen Unteranspruchen angegeben. 

Die erfindungsgemafJen Zusammensetzungen eignen sich insbesondere zur Fomnung 
oral zu verabreichender liposomaler Formulierungen. 

Die erfindungsgemafle Zusammensetzung enthalt zwei wesentliche Bestandteile. 

Zunri einen umfasst die erfindungsgemafie Liposomen formende Zusammensetzung 
mindestens ein Lipid, das zur Ausfomiung einer Doppelschicht fahig ist. Derartige Lipide 
sind dem Fachmann bekannt. Erfindungsgemafi konnen irgendwelche Lipide eingesetzt 
werden, die zur Formung einer Doppelschicht fahig sind, wobei diese Lipide aus einer 
biologischen Quelle gewonnen sein konnen, Oder synthetisch hergestellt sein konnen. 
Bevorzugt in diesem Zusammenhang sind Phospholipide der folgenden allgemeinen 
Formel 

CH-0-R1 
/ 

R2-0-CH 

CH2-0-P-0-R3 

wobei Ri und R2 eine aliphatische Kohlenwasserstoffkette. eine Acylgruppe oder einen 
gesattigten oder ungesSttigten Fettsaurerest darstellen. Bevorzugt in diesem Zusam- 
menhang sind Alkylgruppen mit 10 bis 20 Kohlenstoffatomen. Acylgruppen mit 10 bis 20 
Kohlenstoffatomen und eine Oleoylgmppe, eine Palmitoleloylgruppe, eine Elaidoylgrup- 
pe, eine Linoleylgruppe. Linolenylgruppe, eine Linolenoylgruppe, eine Arachidoylgruppe. 
eine Vaccinylgruppe. eine Lauroylgruppe. eine Myristoylgruppe. eine Palmitoylgruppe 
Oder eine Stearoylgruppe. R3 ist bevorzugt Wasserstoff, 2-Trimenthylamino-1 -Ethyl, 2- 
Amino-1 -Ethyl, C1-C4-Alkyl, C1-C5-Alkyl. substituiert mit einer Carboxygruppe, C2-C5- 
Alkyl, substituiert mit einer Hydroxylgruppe, C2-C5-Alkyl, substituiert mit einer Carbo- 
xylgruppe oder einer Hydroxylgruppe oder C2-C5-Alkyl. substituiert mit einer Carbo- 
xyigruppe und einer Arminogruppe, Inositol, Sphingosin oder Saize besagter Substan- 
zen. Als erfindungsgemaUes Lipid konnen auch Glyceride, isoprenoide Flussigkeiten, 
Steroide. Sterine oder Sterole von schwefelhaltigen oder kohlenhydrathaltigen Lipiden 
eingesetzt werden oder irgendwelche andere doppelschichtformende Lipide. insbeson- 
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dere halbprotonierte fluide Fettsauren und ahnliche, Weitere einsetzbare Lipide sind 
Phosphatidylcholine. Phosphatidylethanolamine, Phosphatidylglycerole. Phosphatidyli- 
nositole, PhosphatidinsSuren, Phosphatidylserine. Sphingomyeline und andere Sphin- 
gophospholipide, Glycosphingolipide. Ganglioside und andere Glycolipide Oder syntheti- 
sche Lipide. 

Erfindungsgemafi muss mindestens ein derartiges Lipid vorliegen, das zur Formung 
einer Doppelschicht fahig ist, Es ist aber auch moglich, zwei Oder mehr derartiger Lipide 
in der erfindungsgemalSen Zusammensetzung einzusetzen. Durch entsprechende Aus- 
wahl, insbesondere der Kopfgruppen, konnen beispielsweise eine sichere Anlagerung 
ann gewunschten Zielort Oder eine sichere Einlagerung eines in das Liposom einzufuh- 
renden pharmazeutischen Mittels sichergestellt warden. Besonders bevorzugte doppel- 
schichtformende Lipide sind 1,2-Di-stearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (im folgenden 
DSPC abgekurzt, Forme! unten angegeben) 

CH2-OCO(CHj)i5CH3 

CH2— O— P O CH2CH2N*(CH3)3 

a 

und 1,2-Di-palmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPPC) 

CH2-OCO(CH2>uCHj 
CHjCCHjHaCOO^ C--^H ^ 

CH2— O— P O CH2CHiIsr(CH3>, 

a 

sowie deren naturlichen Analoga Soja-phosphatidylcholin (S-PC, IViarkennamen: SI 00, 
S80 von LIPOID) Oder Ei-phosphatidylcholin (Ei-PC), Oder die hydrogeniertes Soja- 
phosphatidylcholin (HSPC) und hydrogeniertes Ei-phosphatidylcholin (HEPC). 



Die zweite wesentliche Komponente der erfindungsgemaiien Zusammensetzung ist ein 
Tetraetherlipid, das die durch die erfindungsgemSIS eingesetzten Lipide geformte Dop- 
pelschicht durchspannt 
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Erfindungsgemafi kann irgendein Tetraetherlipid eingesetzt werden, das dazu geeignet 
ist, in der durch die beschriebenen Lipide geformten Doppelschicht ein Paar der doppel- 
schichtformenden Lipide zu ersetzen. Bevorzugte Tetraetherlipide sind insbesondere 
die, die in der WO 99/10337 genannt sind. Danjber hinaus konnen auch die Tetraether- 
lipide eingesetzt werden, die in den eingangs genannten deutschen Patentanmeldungen 
offenbart sind. 



Bevorzugte Tetraetherlipide sind welche derfolgenden Formel (1): 



HC- O 



Hp - O 




O- CH2 



CH 



wobei und gleich Oder verschieden sein konnen und jeweils die folgende Bedeu- 
tung haben: 



O 

II 
C 



— N H- X — N -h X — Y 
I 

H 



und 



Y kann -NR^R^ Oder -N^R'^R^R® bedeuten; 



und X^ konnen gleich Oder verschieden sein und sind jeweils unabhangig voneinan- 
der ausgewahit aus der Gruppe. die ein verzweigtes oder unverzweigtes Alkylen Oder 
Alkenylen mit 2 bis 20 Kohlenstoffatomen umfalJt; 
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bis konnen gleich Oder verschieden sein und sind jeweils unabhSngig voneinander 
ausgewahit aus der Gruppe, die umfaBt: Wasserstoff. verzweigte Oder unverzweigte 
AlkyI-, Alkenyl-, Aralkyl- Oder Arylgruppen mit 1 bis 12 Kohlenstoffatomen. wobel jeweils 
einer der Reste R^ bis R® weiter einen Antikorper gegen Zelloberflachenmolekule Oder 
einen Liganden fur Zelloberflachen-Rezeptoren umfassen kann; und 

n kann eine ganze Zahl zwischen 0 und 10 bedeuten, 

sowie durch Bildung von Pentazyklen im Tetraethergrundgerust gebildete Modifikationen 
davon. 

In bevorzugten Ausfuhrungsformen sind die Substituenten S*" und an beiden Enden 
des Tetraetherlipidgrundgenjstes gleich. Dies ermoglicht, ausgehend von naturlichen 
Tetraetherlipiden. die Synthese ohne zwischenzeitliche Verwendung von Schutzgnjp- 
pen. Die Identitat der Substituenten und ist besonders bevorzugt in solchen Fallen, 
in denen keiner der Reste R^ bis R^ einen Antikorper Oder Liganden fur einen Zellober- 
fiachenrezeptor darstellt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgennaRen Tetraetherlipidderivates 
stent die Gruppe sowohl in als auch in ein Alkylen Oder Alkenylen mit 2 bis 10. 
bevorzugt mit 3 bis 6 Kohlenstoffatomen dar. In ganz besonders bevorzugten Ausfuh- 
rungsformen handelt es sich bei um Propylen. 

Die Gruppe X^ ist ebenfalls bevorzugt ein Alkylen Oder Alkenylen mit 2 bis 10. bevorzugt 
mit 3 bis 6 Kohlenstoffatomen. Auch fur X^ sind Propylenreste besonders bevorzugt. 

n kann 0 bis 10 bedeuten. In bevorzugten Ausfuhrungsformen ist n 0 bis 3, ganz beson- 
ders bevorzugt 0. 

In weiteren Ausfuhrungsformen des erfindungsgemafien Tetraetherlipidderivates bedeu- 
tet Y sowohl in als auch in -NR^R^. Dabei sind R^ und R^ bevorzugt Wasserstoff. 
verzweigte oder unverzweigte AlkyI-, AlkenyU, AralkyI- oder Arylgnjppen besonders be- 
vorzugt Wasserstoff-. Methyl-. Ethyl- oder Propylgruppen. In einer weiteren bevorzugten 
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Ausfuhrungsform bedeutet Y sowohl in als auch in ein quatemares Ammonium- 
salz. dessen Reste R'', R^ und R^ ebenfalls bevorzugt Wasserstoff-. verzweigte Oder 
unverzweigte AlkyI-, Alkenyl-, AralkyI- Oder Arylgruppen mit 1 bis 12 Kohlenstoffatomen, 
besonders bevorzugt Wasserstoff, Methyl. Ethyl oder Propyl sind. Jewells einer der Res- 
te 

R^ bis R^ kann einen Antikorper gegen Zelloberflachenmolekule Oder einen Liganden fur 
Zelloberflachen-Rezeptoren umfassen. 

In besonders bevorzugten Ausfuhrungsformen hat das erfindungsgemafte Tetraetherli- 
pidderivat die allgemeine Formel (I) mit den nachstehend angegebenen Substituenten 
und Si- 

Verbindunq A: 

S' und Si -CO-NH-(CH2)3-NH2; 
Verbindunq B: 

S' und S'^: -CO-NH-(CH2)3-N(CH3)2: 
Verbindunq C: 

S' und S^: -CO-NH-(CH2)3-N®(CH3)3 

ErfindungsgemaiJ zwingend vorgeschrieben ist die Anwesenheit mindestens eines 
Tetraetherlipids. Jedoch kOnnen auch hier wiederum Mischungen verschiedener 
Tetraetherlipide eingesetzt werden. Wiederum kann durch die geeignete Auswahl der 
Kopfgruppen das Eigenschaftsprofil der aus der erfindungsgemafJen Zusammensetzung 
geformten Liposomen gezielt eingestellt werden. wie bereits oben im Zusammenhang 
mit den doppelschichtformenden Lipiden beschrieben. 

Ein insbesondere bevorzugtes Tetraetherlipid ist ein Glycerolcalditoltetraetherlipid (im 
folgenden GCTE abgekurzt), dessen Formel unten gezeigt ist. 




Ein weiteres bevorzugtes Tetraetherlipid ist in der Formel unten gezeigt: 



Me.^N(CH4'>OPO 




o 

GPO(CH2)2NMe3 



Weitere bevorzugte offenkettige Tetraetherlipide sind die, die in den deutschen Anmel- 
dungen 102 04 053.2 und 102 29 438.0 genannt sind. die hier vollunnfanglich durch die- 
sen VenA/eis mit umfasst sind. wobei insbesondere bevorzugt dabei die folgende Ver- 
bindung ist: 




Ein Tetraetherlipid. das insbesondere bevorzugt in Kombination mit GCTE eingesetzt 
wird. ist ein Tetraetherlipid mit kationischen Kopfgruppen. wobei dabei bevorzugt die 
Verbindung AF1 ist. deren Formel unten gezeigt ist. 
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Obwohl die erfindungsgemafie Zusammensetzung beliebige Mischungsverhaltnisse an 
doppelschichtformenden Lipiden und Tetraetherlipiden enthalten kann, hat es sich ge- 
zeigt, dass es bevorzugt ist. wenn das molare Verhaltnis von doppelschichtformendem 
Lipid zu Tetraetherlipid im Bereich von 1:5 bis 10:1 liegt, starker bevorzugt im Bereich 
von 2.5:1 bis 5:1 und am meisten bevorzugt im Bereich von 2.5:1 bis 3,5:1. Liegt dabei 
zusatzlich noch ein wie oben definiertes Tetraetherlipid mit kationischen Kopfgruppen 
vor (wie AF1), so wird vorzugsweise ein molares Verhaltnis von doppelschichtformen- 
dem Lipid : Tetraetherlipid : Tetraetherlipid mit kationischen Kopfgruppen von (10 bis 
4):(2 bis 1):(1bis 0,2) eingestellt, wobei ein Verhaltnis von 6:1.5:0,5 insbesondere bevor- 
zugt ist. Eine besonders bevorzugte erfindungsgemaBe Kombination ist dabei entweder 
eine Zusammensetzung aus DSPC und GCTE. mit einem molaren Verhaltnis 
DSPC:GCTE von 3:1 Oder eine Zusammensetzung aus DSPC und GCTE und AF1. mit 
einem molaren Verhaltnis DSPC:GCTE:AF1 von 6:1.5:0.5. 

Die erfindungsgemafSe Liposomen formende Zusammensetzung kann neben den oben 
beschriebenen wesentlichen Bestandteilen noch zusatzliche Bestandteile enthalten. 
Diese werden im folgenden beschrieben. 

Die erfindungsgemafie Zusammensetzung kann noch mindestens ein Konservierungs- 
mittel umfassen, bevorzugt ein Mikrobiozid. Dieses wird vorzugsweise ausgewahit unter 
kurzkettigen Alkoholen. bevorzugt Ethylalkohol und Isopropylalkohol, Chlorbutanol. Ben- 
zylalkohol, Chlorbenzylalkohol, Dichlorbenzylalkohol, Hexachlorophen. phenolischen 
Verbindungen. wie Cresol. 4-Chloro-m-cresol. p-Chloro-m-xylenoi, Dichlorophen, He- 
xachlorophen, Providoniodid. Parabenen, insbesondere Alkylparabenen, wie Methyl-. 
Ethyl-, Propyl- Oder Butylparaben. Benzylparaben. Sauren, wie Sorbinsaure. Benzoe- 
saure und deren Saize, quartenaren Ammoniumverbindungen, wie Alkoniumsalzen, z. 
B, Bromide, Benzalkoniumsalze. wie ein Chlorid Oder ein Bromid, Cetrimoniumsalze. wie 
ein Bromid, Phenoalkeziniumsaize wie ein Phenododeciniumbromid, Cetylpyridiniumch- 
lorid und andere SaIze, Quecksilberverbindungen, wie Phenylquecksilberacetat, -borat 
Oder -nitrat. Thiomersal, Chlorhexidin Oder dessen Glukonat Oder irgendeine antibio- 
tisch aktive Verbindung biologischer Herkunft oder irgendeine Mischung daraus. 
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Diese Verbindung wird vorzugsweise in einer solchen Menge zugegeben, dass sie die 
Menge an Bakterien in Ubereinstimmung mit der folgenden Regel verringert: Verringe- 
rung der Bakterienmenge bei Zugabe von 1.000.000 Keinne pro Gramm Gesamtmasse 
der Zusammensetzung auf weniger als 100, fur den Fall aerober Bakterien. bzw. auf 
weniger als 10. im Fall von entero-Bakterien, und auf weniger als 1, im Fall von Pseu- 
domonas aeruginosa oder Staphilococus aureus, nach 4 Tagen. Bevorzugt wird diese 
Verbindung jedoch in einer Menge zugegeben, so dass diese Reduzierung nach 3 Ta- 
gen und am starksten bevorzugt nach einem Tag erreicht wird. 

Im Hinblick auf einzelne Verbindungen sind die im folgenden angegebenen Mengen im 
allgemeinen geeignet, eine derartige Reduzierung zu erreichen. 

Kurzkettige Alkohole, bevorzugt Ethylalkohol, Propylalkohol, Butylalkohol Oder Benzylal- 
kohol: bis zu 10 Gew.-% starker bevorzugt bis zu 5 Gew.-% und am meisten bevorzugt 
im Bereich zwischen 0,5 und 3 Gew.-%. bezogen auf die Gesamtzusammensetzung, 
wobei fur Chlorobutanol ein Bereich von 0.3 bis 0,6 Gew.-% insbesondere bevorzugt ist; 

Parabene. insbesondere Methylparaben: 0,05 bis 0.2 Gew.-%. bezogen auf die Ge- 
samtzusammensetzung. und fur Propylparaben insbesondere bevorzugt 0.002 bis 0,02 
Gew.-%; 

Sorbinsaure: 0.05 bis 0,2 Gew.-%. Benzoesaure. 0.1 bis 0.5 Gew.-%; 
Phenole. Trichlosan: 0,1 bis 0.3 Gew.-%; 

Chlorhexidin: 0,01 bis 0.05 Gew.-%, jeweils bezogen auf die Gesamtzusammensetzung. 

Ein weiterer zus^tzlicher Bestandteil der eifindungsgemSflen Zusammensetzung kann 
ein Antioxidationsmittel sein. Erfindungsgemafi kann irgendein Antioxidationsmittel ein- 
gesetzt werden, das vertrSglich mit den wesentlichen Komponenten der erfindungsge- 
maften Zusammensetzung ist. 

Das mindestens eine Antioxidationsmittel wird bevorzugt in eine Menge eingesetzt, die 
den Oxidationsindex auf weniger als 100 % pro 6 Monate reduziert. vorzugsweise wird 
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der Anstieg des Oxidationsindex auf weniger als 100 % pro 12 Monate und insbesonde- 
re bevorzugt auf weniger als 50 % pro 12 Monate reduziert. Das erfindungsgemafi ein- 
gesetzte Antioxidationsmittel kann aus derfolgenden Gruppe ausgewShlt werden: 

Synthetische phenolische Antioxidationsmittel, wie butyliertes Hydroxyanisol (BHA), bu- 
tyliertes Hydroxytoluol (BHT) und Di-t-Butylphenol (LY1 78002. LY256548, HWA-131. 
BF-389. CE-986. PD-127443. E-5119, BI-L-239XX). tertiares Butylhydrochinon (TBHQ), 
Propylgaleat (PG), 1-0-Hexyl-2,3,5-Trimethylhydrochinon (HTHQ), aromatische Amine 
(Diphenylamin, p-Alkylthio-o-Anisidin, Ethylendiaminderivate, Carbazol, Tetrahydroinde- 
noindol), Phenole und phenolische Sauren (Guaiacol, Hydrochinon, Vanillin, Gallussau- 
ren und ihre Ester. ProtocatechuinsSure, Chininsaure, SyhngasSure, Ellaginsaure, Sali- 
cylsSure, NordihydroguaiaritinsSure (NDGA) Eugenol); Tocopherole (einschliefJIich To- 
copherol (Alpha. Beta, Gamma, Delta) und ihre Derivate, wie Tocopherylacylat (z. B. - 
acetat. -laurat. -myristat. -palmitat, -oleat, -linoleat usw. oder irgendein anderes geeigne- 
tes Tocopheryllipoat). Tocopheryl-POE-Succinat; Trolox und korrespondierende Amid- 
verbindungen und Thiocaboxamidanaloge; Ascorblnsaure und dessen Saize, Isoascor- 
bat, (2 Oder 3 oder 6)-o-Alkylascorbinsauren. Ascorbinester (z. B. 6-o-Lauroyl-. My- 
ristoyl-, PalmitoyI-. Oleyl- oder Linoleoyl-L-AscorbinsSure usw.); nicht-steroidale entzun- 
dungshemmende Mittel (NSAID) wie Indomethacin. Diclotenac. Metenaminsaure. Flute- 
naminsSure, Phenylbutazone Oxyphenbutazon, Acetylsalicylsaure. Naproxen. Diflunisal, 
Ibuprofen. Ketoprofen. Piroxicam, Penicilamin. Penicilamindisulphid. Primaquin. Quinac- 
rin, Chloroquin. Hydroxychloroquin, Acatioprin. Phenobarbital, Acetaminphen), Aminosa- 
licylsauren und Derivate; Methotrexate Probucol, antiarrythmetlsche Mittel, (Amiodaron. 
Apridin, Asocainol), Ambroxol. Tamoxifen. b-Hydroxytamoxyfen; Calciumantagonisten 
(Nifedipin. Nisoldipin. Nimodipin, Nicardipin. Nilvadipin); Betarezeptorblocker (Atenolol. 
Propanolol. Nepivolol). Natriumbisulfit. Natriummetabilsulfit. Thiohamstoff; Chelatisie- 
rungsmittel. wie EDTA. GDTA. Desferral; verschiedene endogene Verteidigungssyste- 
me. wie Transferrin, Lactoferrin. Ferritin. Ceamoplasmin, Haptoglobion, Haemorpexin, 
Albumin, Glukose, Ubichinol-10); enzymatische Antioxidationsmittel. wie Superoxidismu- 
tase und Metallkomplexe mit einer ahnlichen Aktivitat. einschlielilich Catalase, Glutathi- 
onperoxidase, und weniger komplexe Molekule, wie Beta-Caroten, Bilirubin. Harnsaure, 
Flavonoide (Flavone. Flavonole, Flavonone, Flavanonale. Chacone, Anthocyanine). N- 
Acetylcystein, Mesne, Glutathion. Thiohistidinderivate, Triazole; Tannine, Zimtsaure. 
Hydoxyzimtsaure und deren Ester (Coumarinsaure und Ester. Caffeinsaure und Ester. 
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Ferulasaure (Iso-)-Chlorogensaure. Sinapinsaure); Gewurzextrakte (z. B. aus Gewurz- 
nelken, Zimt. Salbei. Rosmarin, Muskatbluten. Oregano, Nelkenpfeffer, Muskatnuss); 
Carnosinsaure, Carnosol. Carsolinsaure; Rosmarinsaure. Rosamridiphenol. Gentisin- 
saure, Ferulinsaure; Hafermehlextrakte, wie Avenathramid 1 und 2, Thioether, Dithi- 
oether. Sulfoxide. Tetraalcylthiuramdisulfide; Phytinsaure, Steroidderivate (z. B. 
U74006F); Tryptophanmetabolite (z. B, 3-Hydroxykynurenin, 3-Hydroxyanthranilsaure); 
und Organochalcogenide. 

Obwohl die Mange an Antioxidationsmittel von den jeweiligen Formulierungen der erfin- 
dungsgemafJen Zusammensetzung abhangt, konnen fur einige der bevorzugten Antioxi- 
dationsmittel allgemeine Bereiche angegeben werden, in denen die erwunschte Keimre- 
duktion erhalten werden kann. Diese Konzentration betragt fur BHA Oder BHT von 0,001 
bis 2 Gew.-% starker bevorzugt zwischen 0,025 und 0.2 Gew.-% und am meisten be- 
vorzugt zwischen 0,005 und 0,02 Gew.-%, jeweils bezogen auf die Gesamtzusammen- 
setzung, fur TBHQ und PG zwischen 0.01 und 2 Gew.-%, starker bevorzugt zwischen 
0.005 und 0,2 Gew.-% und am meisten bevorzugt zwischen 0.01 und 0.02 Gew.-%. fur 
die Tocophyrole zwischen 0.005 und 5 Gew.-%. starker bevorzugt zwischen 0,01 und 
0,5 Gew.-% und am meisten bevorzugt zwischen 0,05 und 0.075 Gew.-%. fCir Ascorbin- 
sSureester zwischen 0.001 und 5 Gew.-%, starker bevorzugt zwischen 0.005 und 0.5 
Gew,-% und am meisten bevorzugt zwischen 0.01 und 0.15 Gew.-%. fur Ascorbinsaure 
zwischen 0.001 und 5 Gew.-%. starker bevorzugt zwischen 0.005 und 0.5 Gew.-% und 
am meisten bevorzugt zwischen 0.01 und 0,1 Gew.-%. fur Natriumbisulfit oder Natrium- 
metabisulfit zwischen 0.001 und 5 Gew.-%. starker bevorzugt zwischen 0,005 und 0.5 
Gew.-% und am meisten bevorzugt zwischen 0,01 und 0,15 Gew.-%. fur Tioharnstoff 
zwischen 0.0001 und 2 Gew.-%, starker bevorzugt zwischen 0.0005 und 0,2 Gew.-% 
und am meisten bevorzugt zwischen 0,001 und 0.01 Gew.-%, typischerweise 0,005 
Gew.-%, fur Zystein zwischen 0,01 und 5 Gew,-%, starker bevorzugt zwischen 0,05 und 
2 Gew.-% und am meisten bevorzugt zwischen 0,1 und 1.0 Gew.-%. typischerweise 0,5 
Gew.-%, fur Monotioglycerol zwischen 0.01 und 5 Gew.-%, starker bevorzugt zwischen 
0,05 und 2 Gew.-% und am meisten bevorzugt zwischen 0,1 und 1,0 Gew.-%. typi- 
scherweise 0.5 Gew.-%. fur NDGA zwischen 0,0005 und 2 Gew.-%. starker bevorzugt 
zwischen 0,001 und 0,2 Gew.-% und am meisten bevorzugt zwischen 0,005 und 0,002 
Gew.-%, typischerweise 0,01 Gew.-%, fur Glutation zwischen 0,005 und 5 Gew.-%. 
starker bevorzugt zwischen 0,01 und 0,5 Gew.-% und am meisten bevorzugt zwischen 
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0,05 und 0.2 Gew,-%. typischerweise 0.1 Gew.-%. fur EDTA zwischen 0.001 und 5 
Gew.-%, starker bevorzugt zwischen 0.005 und 0.5 Gew.-% und am meisten bevorzugt 
zwischen 0,01 und 0,2 Gew.-%, typischerweise zwischen 0.05 und 0.075 Gew.-%. fur 
Zitronensaure zwischen 0,001 und 6 Gew.-%. starker bevorzugt zwischen 0,005 und 3 
Gew,-% und am meisten bevorzugt zwischen 0,01 und 0,2 Gew.-%, typischerweise zwi- 
schen 0.3 und 2 Gew.-%, jeweils bezogen auf die Gesamtzusammensetzung. 

Ein weiterer optionaler Bestandteil der erfindungsgemafien Zusammensetzung ist ein 
Konsistenzgeber. Ein Konsistenzgeber ist eine Verbindung, die die Quellrate der erfin- 
dungsgemaflen Zusammensetzung beeinflussen kann. Bevorzugt warden in der erfin- 
dungsgemafien Zusammensetzung Konsistenzgeber eingesetzt, die die Quellrate vom 
trockenen Zustand zum Zustand der vollstandigen Solvatation mindestens um den Fak- 
tor 10 erhohen. 

Derartige Konsistenzgeber sind in der Technik bekannt und umfassen insbesondere 
pharmazeutisch akzeptable hydrophile Polymere. wie teilweise veretherte Cellulosederi- 
vate. umfassend Caboxymethylcellulose. Hydoxyethylcellulose. Hydoxypropylcellulose. 
Hydoxypropylmethylcellulose. Hydoxymethylcellulose Oder Methylcellulose, vollstandig 
synthetische hydrophile Polymere. umfassend Polyacrylate, Polymethacrylate. Polyhy- 
doxyethylmethacrylate, Polyhydoxypropylmethacrylate. Polyhydoxypropylmethylacrylate. 
Polyacrylonitril, Methallysulfonat, Polyethylene, Polyoxyethylene. Polyethylenclycole. 
Polyethylenglycollactid, Polyethylenglycoldiacrylat, Polyvinylpyrrolidon. Polyvinylalkoho- 
le, Polypropylmethacrylamid. Polypropylentumarat-co-Ethylenciycol, Polyoxamere. Po- 
lyaspartamid. Hydrazinvernetzte Hyaiuronsaure. Silikon. naturliche Gummi, umfassend 
Alginate. Carageenan. Guargummi, Gelatine. Tragacanth, Pektin. Xanthan. Chitosan. 
Collagen, Agarose. Mischungen daraus und Derivate Oder Copolymere davon. 

Diese Konsistenzgeber konnen einzein oder in Mischung eingesetzt werden und werden 
bevorzugt in einer Menge von 0,05 bislO Gew.-% eingesetzt, bezogen auf die Gesamt- 
zusammensetzung, starker bevorzugt von 0.1 bis 5 Gew.-% starker bevorzugt von 0,25 
bis 3,5 Gew.-% und am meisten bevorzugt im Bereich von 0,5 bis 2 Gew.-%. 

Neben den oben genannten weiteren optionalen Bestandteilen kann die erfindungsge- 
mafia Zusammensetzung noch zusatzliche Aditive enthalten, wie Kryoschutzstoffe, Rie- 
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selhilfen. Quellungshilfen. Stabilisatoren, Farbstoffe usw. solange diese Stoffe die erfin- 
dungsgemafie Zusammensetzung nicht nachteilig beeintrSchtigen. 

Die oben beschriebene erfindungsgemafle Zusammensetzung eignet sich zur Formung 
von Liposomen. Diese kCnnen beispielsweise dadurch gefomnt werden, dass die erfin- 
dungsgemafte Zusammensetzung in einem physiologisch akzeptablen Puffer suspen- 
diert wird, wie einem Phosphatpuffer, einem Citratpuffer, einem Acetatpuffer Oder ahnli- 
chem. Die IVlolaritat des Puffers liegt im Bereich von 10 mM bis 1.000 mM. der pH-Wert 
ist bevorzugt im Bereich zwischen 2 und 9 und starker bevorzugt im Bereich zwischen 3 
und 6. Die notwendigen Verfahrensschritte zur Formung von Liposomen sind dem 
Fachmann bekannt. Durch Variation des Verfahrens zur Herstellung der Liposomen un- 
ter Einsatz der Liposomen formenden Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung 
kflnnen Liposomen einer variablen Grofie erhaiten werden, wie von 60 bis 1.200 nm, 
bevorzugt von 100 bis 1.000 nm. 

Die Formulierungen, die die oben beschriebenen Liposomen enthalten, kGnnen In ver- 
schiedener Art und Weise vorliegen. je nach beabsichtigter Verabreichungsweise. Bei- 
spiele derartiger Formulierungen sind z. B. lyophilisierte Zusammensetzungen. erhaiten 
durch das lyophilisieren der oben beschriebenen, in einem Puffer suspendierten Zu- 
sammensetzungen. wobei diese Lyophilisate in unterschiedlicher Art und Weise welter 
verarbeitet werden kOnnen. Belspiele einer solchen Welterverarbeitung Ist die Einfuh- 
rung in sine harte Gelatinekapsel, die Formung zu einer Tablette, Insbesondere zu einer 
Tablette mit einer saurewiderstandsfahigen Beschichtung. 

Die so hergestellten Liposomen elgnen sich Insbesondere zum Transport von Wlrkstof- 
fen auf Peptldbasis, wobei diese Wirkstoffe bevorzugt Peptide mit einem Molekularge- 
wicht im Bereich von 200 bis 100.000 Da sind, wie Parathyroldhormon. Lachscalcitonin. 
GCSF, Octreotid, hGH. Insulin und Shnliche. Insbesondere bevorzugte Wirkstoffe. die 
mit den erfindungsgemaflen Zusammensetzungen zu Wirkstoff enthaltenden Liposomen 
formuliert werden kdnnen, sind Octreotid, Calcitonin, Parathyroidhormon und Somatro- 
pin. 

Die in die Liposomen einzubringenden Wirkstoffe konnen entweder ursprunglich schon 
in der erfindungsgemafien Zusammensetzung vorliegen oder konnen bei der Formung 



wo 2004/037223 




PCT/EP2003/011758 



15 



der Liposomen zugesetzt werden. Die Menge an Wirkstoff. die in den jeweiligen Formu- 
liemngen eingesetzt wird, kann selbstverst^ndlich in Abhangigkeit vom enA/unschten 
Einsatzzweck variieren. Es hat sich jedoch herausgestellt. dass besonders stabile und 
effiziente Wirkstoff enthaltende Liposomen erhalten werden konnen. wenn das Verhalt- 
nis zwischen der Gesamtmolaritat an Lipid und Tetraetherlipid zur Masse des Wirkstoffs 
im Bereich von 0,01 bis 0,2 Mikromol/Mikrogramm, starker bevorzugt im Bereich von 
0,03 Mikromol/Mikrogramm bis 0,15 Mikromol/Mikrogramm und am meisten bevorzugt 
zwischen 0,05 Mikromol/Mikrogramm und 0,1 Mikromol/Mikrogramm liegt. 

Die oben angegebenen bevorzugten Werte fur das Verhaltnis von Gesamtlipid zu Wirk- 
stoff demonstrieren einen weiteren Vorzug der vorliegenden Erfindung. Insbesondere 
bei oraler Gabe ermoglichen die Zusammensetzungen der Erfindung eine orale Verfug- 
barkeit der Wirkstoffe. die auch uber das Verhaltnis von Gesamtlipid zu Wirkstoff (be- 
vorzugt Peptidwirkstoff) gesteuert werden kann. Die oben genannten Werte zeigen, im 
HInblick auf aus konventionellen Lipiden geformten Formulierungen, dass bei erfin- 
dungsgemafier Verwendung der MIschung aus Doppelschicht formendem Lipid und 
Doppelschicht uberspannendem Tetraetherlipid weniger Gesamtlipidanteil notwendig ist. 
um eine gute orale Verfugbarkeit zu erreichen. Die nachfolgenden Versuche demonst- 
rieren diesbezuglich, dass die bei einem Einsatz von DPPC weniger Gesamtlipid not- 
wendig ist als bei einem Einsatz von DSPC. bei gleichem Verhaltnis von Doppelschicht 
formendem Lipid zu Doppelschicht uberspannendem Tetraetherlipid. wobei jedoch auch 
bei einem Einsatz von DSPC eine stSrkere Erhohung der oralen Verfugbarkeit erhalten 
wird als bei konventionellen Zusammensetzungen. 

Die vorliegende Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter eriautert: 

Die Bestimmung der Bioverfugbarkeit von liposomal verabreichten Octreotide per os in 
Ratten erfolgt in konventioneller Weise zum Beispiel wie unten beschrieben. 
Wistar Ratten (mit etwa 250 g Korpergewicht) fasten 12 Stunden und erhalten per 
Schlundsonde 0.5 mL der wassrigen Mischung der erfindungsgemassen Zusammenset- 
zung, sodass die verabreichte Menge Octreotid 100 pg pro Tier betragt. Als Vergleichs- 
probe werden 100 pg freies Octreotid in 0.5 mL PBS gelost und per Schlundsonde ver- 
abreicht. Blutproben werden nach 30, 60, 120. 240 min retroorbital genommen. Als Kon- 
trolle dient eine i.v. Injektion von 2 pg Octreotide pro Tier um die absolute Bioverfugbar- 
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keit zu bestimmen. Gemessen wurde fur freies Octreotid eine absolute Bioverfugbarkeit 
von 0.5%. Fur jede Formulierung wurden 6 Tiere getestet. 



Beispiel 1: orale Gabe von Octreotid mit Liposomen mit der Zusammensetzung aus 
DSPC und GCTE, mit einem molaren Verhaitnis DSPC.GCTE von 3:1 und einem Ver- 
haltnis von der Molaritat des Gesamtlipides zur Masse des Peptides von 0,097 |jmol/(jg 
sowie 0,038 pmol/Mg und orale Gabe von Octreotid mit Liposomen mit der Zusammen- 
setzung aus DPPC und GCTE. mit einem molaren Verhaltnis DPPC:GCTE von 3:1 und 
einem Verhaltnis von der Molaritat des Gesamtlipides zur Masse des Peptides von 
0,013 pmol/pg und 0,029 |jmol/|jg. Der respektiven Verstarkungsfaktoren der absoluten 
Bioverfugbarkeit und die absolute Bioverfugbarkeit sind in der folgenden Tabelle darge- 
stellt: 



Octreotid oral 
Dosis 0,1 mg / Tier 


Lipid / 
peptid 

([jmol/|jg) 


Abs. Bioverfug- 
barkeit 

(%) 


Verstarkungsfaktor 


Frei 


0 


0.5 


1 


DSPC / GCTE 3/1 


0.038 


1.8 


3.6 


DPPC /GCTE 3/1 


0.097 


6.8 


13.7 


DSPC / GCTE 3/1 


0.013 


5.6 


11.2 


DSPC /GCTE 3/1 


0,029 


12.9 


25.9 



Diese Ergebnisse sind in der folgenden Graphik zusammengefasst. 




0 4 1 r— 

0,00 0.04 0.08 

lipid/peptid (Mmol/pg) 



Beispiel 2: orale Gabe von Octreotid mit Liposomen mit der Zusammensetzung aus 
DSPC und GCTE und AF1, mit einem molaren Verhaitnis DSPC:GCTE:AF1 von 
6:1.5:0.5 und einem Verhaltnis von der IVIolaritat des Gesamtlipides zur Masse des Pep- 
tides von 0.081 pmol/pg. Der Verstarkungsfaktor der absoluten Bioverfugbarkeit von 
Octreotid in dieser Mischung gegenuber der absoluten Bioverfugbarkeit von freiem 
Octreotid betragt 12 und die absolute Bioverfugbarkeit betragt 6%. Diese Ergebnisse 
sind in der folgenden Graphik zusammengefasst. 
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DPPC/ GCTE/AF1 6/1.5/0,5 



Beispiel 3: orale Gabe von Octreotid mit Liposomen mit der Zusammensetzung aus 
DPPC und GCTE. mit einem molaren Verhaltnis DPPC:GCTE von 3:1 und einem Ver- 
haltnis von der Molaritat des Gesamtlipides zur Masse des Peptides von 0,013 pmol/pg; 
mit einem molaren Verhaltnis DPPC:GCTE von 2:1 und einem Verhaltnis von der Mola- 
ritat des Gesamtlipides zur Masse des Peptides von 0,007 |jmol/|jg, und mit einem mo- 
laren Verhaltnis DPPC: GCTE von 4:1 und einem Vertiaitnis von der Molaritat des Ge- 
samtlipides zur Masse des Peptides von 0,01 1 pmol/pg. Der Verstarkungsfaktor der ab- 
soluten Bioverfugbarkeit von Octreotid in dieser Mischung gegenuber der absoluten Bio- 
verfugbarkeit von freiem Octreotid betragt 3.6; 3.2 und 1 .6 und die absolute BioverfQg- 
barkeit betragt 7.2%, 6.4% und 3.2%. Diese Ergebnisse sind in den folgenden Graphi- 
ken zusammengefasst. 
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Es hat sich gezeigt, dass ein bevorzugtes molares Mischungsverhaltnis von Lipid zu 
Tetraetherlipid im unteren Bereich liegt. bevorzugt von 3 : 1 bis 2 : 1 . insbesondere be- 
vorzugt 2,5 : 1. Bevorzugt ist dabei das Lipid Cholesterol und das Tetraetherlipid ein 
Tetraetherlipid mit Phosphatidylcholinkopfgruppe. 

Es ist bevorzugt, der Liposomen formenden Zusammensetzung einen Penetrationsver- 
starker hinzuzufugen. 

Es ist bevorzugt, als Penetrationsverstarker ein Cholatderivat zu nehmen, sehr bevor* 
zugt sind ChenodeoxycholsSure und Ursodeoxycholsaure Oder auch Mischungen von 
beiden. 

Es ist bevorzugt. den Penetrationsverstarker so hinzuzufugen, dass er mit dem Wirkstoff 

zusammen vom Liposom umschlossen wird 

und/oder 

es ist auch bevorzugt. dass der Penetrationsverstarker in der Liposomenmembran in- 
korporiert ist, die wiederum den Wirkstoff umschliesst. 

Es ist bevorzugt. fur Peptide mit einem therapeutischen taglichen Dosis von 10-100 
|jg/kg das Massenverhaltnis Penetrationsverstarker zu Peptid grosser als 12.5. aber 
kleiner als 1000 zu wShlen. 

Es ist bevorzugt. fur Peptide mit einem therapeutischen taglichen Dosis von 10-100 
pg/kg das Massenverhaltnis Peptid zu liposomaler Hulle grosser als 0.1, aber kleiner als 
10 zu wahlen. 
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Patentanspruche 

1. Liposomen formende Zusammensetzung, enthaltend mindestens ein Lipid, das zur 
Ausbildung einer Doppelschicht fahig ist. und Tetraetherlipid, das die Doppelschicht 
uberspannt. 

2. Zusammensetzung nach Anspnjch 1 , welter enthaltend mindestens ein Antioxidati- 
onsmittel und/oder mindestens ein Konserviemngmittel und/oder einen Konsistenz- 
geber. 

3. Zusammensetzung nach einem der zuvorgenannten Anspruche. weiter enthaltend 
einen pharmazeutischen Wirkstoff. 

4. Zusammensetzung nach Anspruch 3. wobei der pharmazeutische Wirkstoff ein Pep- 
tidwirkstoff ist. 

5. Zusammensetzung nach einem der zuvor genannten Anspruche. wobei das molare 
Verhaltnis von Lipid zu Tetraetherlipid im Bereich von 2.5:1 bis 5:1 liegt. 

6. Zusammensetzung nach einem der zuvor genannten Anspruche, wobei das Lipid 
DSPC Oder DPPC ist und das Tetraetherlipid GCTE ist. 

7. Zusammensetzung nach einem der AnsprQche 1 bis 6. wobei das Lipid DSPC ist 
und das Tetraetherlipid eine Mischung aus GCTE und API ist 

8. Verwendung der Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 7 zur Formung 
von Liposomen. 

9. Liposomen, erhaltlich durch Suspendierung einer Zusammensetzung nach irgendei- 
nem der Anspruche 1 bis 7 in einem wassrigen Medium, 
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10. Liposomen nach Anspruch 9, wobei die Liposomen einen Peptidwirkstoff enthalten. 

1 1 . Liposomen nach Anspmch 10. wobei das Verhaltnis zwischen der Gesamtmolaritat 
an Lipid und Tetralipid zur Masse des Peptidwirkstoffes im Bereich von 0,005 bis 0.2 
Mikronnol/iVlikrogrannm iiegt. 



